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(54) Title: DNA FRAGMENTS LABELED AT AT LEAST ONE OF THEIR ENDS BY MODIFIED RIBONUCLEOTIDES RECOGNIZABLE BY 
RELATED MOLECULES, AND PROCESS FOR IMPLEMENTING AN ANALYSIS OF SUCH DNA FRAGMENTS. 

(57) Abstract 

Process for analysis of DNA sequences. It consists of fixing at one of the ends of this DNA a ribonucleotide bearing a molecule fixed covalendy and 
bearing a modification group that can be coupled with an enzyme, penriitting their later visualization in the presence of a DNA terminal transferase, 
treating this DNA with distinct chemical agents making it possible to perform differential cleavages within this DNA at bases, also of respectively 
distinct natures, collecting and separating the DNA fragments bearing the visualizable groups in a system enabling them to be sorted in order of size, and 
detennining the unmodified terminal nucleotides of these DNA fragments, due allowance being made for the nature of the chemical agents used for the 
cleavage at their respective sites. 
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DNA fragments labeled at at least one of their ends by modified 
ribonucleotides recognizable by related molecules, and process 
for implementing an analysis of such DNA fragments. 



The invention relates to DNA fragments labeled at at least one 
of their ends by modified nucleotide fragments, more particularly 
modified ribonucleotides recognizable by related molecules, and 
to a process for implementing a sequence analysis of such frag- 
ments. 

Among the techniques for analyzing nucleotide sequences con- 
tained in a DNA, one may mention in principle the method called 
the MAXAM & GILBERT method (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 74, 
No. 2, pp. 560-564, February 1977), which method consists of 
subjecting the DNA being analyzed to differential cleavage 
reactions at the guanine and adenine bases, to cleavages in equal 
proportions at the cytosine and thymine bases, and finally to 
cleavages at the cytosine bases alone. However, this method 
implies that the DNA under study has previously been labeled at 
one of its ends by a radioactive label, notably 32 P, which offers 
the possibility, after separation of the fragments obtained after 
the aforesaid cleavage operations, notably by electrophoresis on 
a polyacrylamide gel, of reconstructing the chaining sequence of 
the various nucleotides of which the DNA under study was initial- 
ly constructed, more particularly from autoradiographic images 
which can be formed on an imprintable film applied to the gel. 

The difficulties involved in the autoradiographic disclosure of 
the' cleavage products on the gel plate are well known. Because 
of the scattering of the radiation of the labelled isotopes in 
all spatial directions, a satisfactory resolution of the various 
migration bands in the gel requires the use of extremely thin 
plates. In general, the thickness of these plates does not 
exceed 0.3 mm. The use of thicker gel plates would entail a 
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rapid decrease of the resolving power of the autoradiographic 
process. The use of radioactivity is itself also not without 
danger. 

The purpose of the invention is to remedy these difficulties, 
notably to provide a process for modifying the DNA whose sequence 
has to be studied, making it easier later to detect the DNA 
fragments that can be obtained by a sequence analysis process 
(such as has been reviewed above, or by any other process capable 
of leading to similar results) . 

The modified DNA according to the invention is characterized by 
the fact that an oligomer of modified ribonucleotides, preferably 
a single modified ribonucleotide, is fixed at at least one of its 
ends, the modification of the ribonucleotide itself consisting of 
a chemical molecule fixed covalently to this ribonucleotide and 
bearing at least one group not engaged in the aforesaid covalent 
bond and capable of being coupled directly or indirectly with a 
molecule or a product having a specific affinity for this group 
and consequently permitting the selective recognition of the 
modified DNA. 

In particular, this group permits a chemical or immunological 
affine bond with a molecule or a product which is itself directly 
disclosable or capable of being disclosed in turn by coupling 
with another discloser product. Moreover, this group is such 
that it does not modify the capacity of this ribonucleotide to be 
fixed at the end of a DNA, in the presence of a DNA terminal 
transferase, when it is put into contact with this DNA under 
conditions permitting the fixation of one or more ribonucleotides 
at this end. 

The invention also concerns a process for obtaining such a 
modified DNA, this process consisting of treating the DNA under 
study with such a modified ribonucleotide in the presence of at 
least that one of the ribonucleotides normally capable of being 
paired in a DNA with the ribonucleotide in question, whether or 
not it bears such a modification group, and of a DNA terminal 
transferase, if necessary, and when the product of fixation at 
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the end of the DNA resulting from this treatment consists of an 
oligomer of modified nucleotides, of eliminating the modified 
ribonucleotides from this possible oligomer, except for the 
ribonucleotide directly fixed to the terminal deoxyribonucleotide 
at the end of the DNA in question. This elimination is prefera- 
bly done by means of an alkaline base, notably soda [sodium 
carbonate] , under conditions permitting separation of the bonds 
which the ribonucleotides form between one another in this 
oligomer fragment . 

From a DNA which at both of its ends bears ribonucleotides 
which are themselves modified as defined above (or from a DNA 
bearing them at only one of its ends) , in a known manner one can 
obtain smaller DNA fragments either by the action of chemical 
agents capable of inducing cleavages, notably at determined 
nucleotides, or, preferably, by the action of endonucleases, 
notably appropriate restriction enzymes, insofar as the corre- 
sponding DNA comprises the corresponding restriction site. 

The treatment of this DNA fragment with several restriction 
enzymes makes it possible, by recovery of the various fragments 
labelled at the same end, to establish a restriction map of this 
DNA. 

When a unique restriction site corresponds to a certain re- 
striction enzyme, the treatment of said DNA fragment by this 
enzyme makes it possible to obtain fragments of determined 
length, lending itself to an analysis of the sequence of the 
deoxyribonucleotides of which they are formed. 

In fact, the invention also concerns, in one of its preferred 
applications, a process comprising the steps which consist of 
treating a DNA, thus labelled at one of its ends by a modified 
ribonucleotide as defined above, with chemical agents making it 
possible to perform differential cleavages within this DNA at 
certain bases, notably those which have been described by MAXAM & 
GILBERT in the article already mentioned above, collecting and 
separating the DNA fragments in a system enabling them to be 
sorted in order of size, and reacting them with reagents permit - 
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ting the implementation of a coupling of the chemical groups 
borne by the terminal ribonucleotides of those of the fragments 
which bear them with a molecule or a product having a selective 
affinity with respect to the chemical modification group of said 
terminal ribonucleotides . 

The modified ribonucleotides fixed at the end of the concerned 
DNAs are derived mainly 

- from adenosine-5 1 -triphosphoric acid (ATP), 

- from guanosine-5 ■ -triphosphoric acid (GTP) , 

- from cytidine-5 ■ -triphosphoric acid (CTP) and 

- from uridine-5 1 -triphosphoric acid (UTP) , 

The chemical group bound covalently to these ribonucleotides 
can cover the most diverse forms, since it possesses a group 
permitting its coupling with related substances which enable it 
to be disclosed, preferably in directly visualizable form, and it 
does not prevent a DNA terminal transferase from ensuring the 
fixation of the modified ribonucleotides obtained at the ends of 
a DNA. 

Among the preferred chemical groups capable of being fixed on 
the bases of said ribonucleotides, one may mention any group 
capable of being recognized specifically by another molecule or 
by a product, itself easily detectable, preferably by a visual- 
ization method. 

This other molecule or this other product consists, for exam- 
ple, of an enzyme whose presence can be disclosed by the action 
that it is capable of exerting on a substrate, preferably a 
substrate giving rise to coloration or discoloration reactions, 
or else more generally a modification of absorption spectra 
detectable by colorimetry or spectrophotometry. Naturally, one 
can have recourse to molecules or products giving rise to fluore- 
scence reactions, modifications of optical density, etc., e.g., 
products comprising groups derived from aminof luorene , dansyl 
chloride, rhodamine, etc. 

Among the appropriate modification groups one may mention the 
chemical groups whose affinity for another type of .chemical 
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molecule is known. Among these chemical modification groups one 
may mention biotin or avidin, whose reciprocal affinities are 
known, the groups derived from one of these molecules being able 
to serve for the modification of the chosen ribonucleotide and 
the other being able to be coupled with a reagent labelled by an 
enzyme or capable of being fixed to an enzyme, e.g., under the 
conditions described in patent No. 78 10975 of the PASTEUR 
INSTITUTE, filed on 13 April 1978. This reagent consists, for 
example, of a specific antibody directed against the modification 
group or of a molecule having a specific affinity for said 
modification group. 

The usable modification groups of the initial ribonucleotide 
also include antigens or haptens able to be recognized by previ- 
ously formed antibodies against these antigens or against these 
haptens, more particularly when the latter have been fixed in 
advance on a support macromolecule, such as a serum albumin or a 
polypeptide, e.g., a polylysine. Among these antigens or haptens 
on may cite biotin and avidin themselves, acetylaminof luorene 
groups, peptides, hormones or prostaglandins, notably those to 
which correspond specific antiserums or antibodies, lectins, 
whose capacity to be coupled to enzymes permitting their disclo- 
sure is known, notably peroxydases, p-galactosidases, etc. Such 
serums or antibodies are available commercially. 

But the molecule I or the product presenting characteristics of 
affinity with respect to the aforesaid modification group may 
also serve only as a relay with respect to another molecule or 
another product able to be visualized in turn, notably under the 
above -indicated conditions. For example, the product presenting 
the characteristics of affinity with respect to the aforesaid 
modification. group is composed of an antibody which is itself not 
labelled, but recognizable in turn by antibodies against itself, 
these latter antibodies themselves being coupled to the enzyme 
capable of acting on a specific substrate under the standard 
conditions of enzyme immunoassay. 
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In general, the modification group of the ribonucleotide is 
composed of any molecule or chemical product that can be fixed on 

a ribonucleotide and then detected under the conditions which 
have been indicated, insofar as it does not interfere with the 
capacity of the obtained modified nucleotide to be attached to 
the. end of a DNA under the action of a DNA terminal transferase. 

This property is also the basis of the recognition test which 
makes it possible to confirm the reality thereof, i.e., the 
actual visualization, notably under the above- indicated condi- 
tions, of a determined DNA fragment bearing at at least one of 
its ends the ribonucleotide modified by the molecule or product 
under study, insofar as such a transformed DNA will have been 
formed as a result of the reaction of the corresponding DNA 
fragment with the modified ribonucleotide in the presence of a 
DNA terminal transferase under conditions normally permitting the 
fixation of the same ribonucleotide in unmodified form or of an 
oligomer of such ribonucleotides at at least one of the ends of 
this DNA fragment . 

When the initial ribonucleotide consists of ATP, the above- 
indicated chemical modification group is fixed at the 6 position, 

or preferably the 8 position, of the adenine group. 
This fixation occurs advantageously through the intermediary of 
an arm of the type -NH-(CH 2 ) X -X or -CO- (CH 2 ) X -X, wherein x varies 
from 2 to 20, notably from 6 to 12, and X is a group ensuring the 
bonding between an M group chosen from among those that are 
capable of a bonding reaction with a chemical or immunological 
agent having a selective affinity for this group. The CH 2 groups 
of the aforesaid arm can be partially replaced by CO or NH 
groups, provided of course that these replacement groups are not 
adjacent to identical groups. 

For example, if one considers the case of the modification of 
the adenine group of ATP in its 8 position, the modified ribonu- 
cleotide obtained can be represented by the formula (case of an 
arm of the type -NH- (CH 2 ) X -X) : 
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wherein R is a triphosphate group and x, X and M have the mean- 
ings indicated above. Advantageously, the X group consists of an 
NH or CO group. 

A process for fabricating the derivative of formula I; e.g., 
from ATP previously brominated in the 8 position, consists of 
reacting it under appropriate conditions with a compound of 
formula H 2 N- (CH 2 ) X -X-Y, wherein Y represents a radical to which 
will then be substituted the aforesaid M group, notably by 
implementing a condensation reaction with a molecule MZ, in the 
course of which the condensation product of formula I is then 
formed with liberation of a molecule Y-Z. 

When the X group is NH, Y is advantageously hydrogen. When X 
is CO, Y is advantageously a hydroxyl. Z can consist of any 
group capable of being detached from M in the aforesaid condensa- 
tion reaction, e.g., fluorine when the donor chemical molecule of 
the sought group is f luoro-l-dinitro-2 , 4 -benzene, or a hydroxyl 
or hydrogen in the case of a peptide. In the latter case, the 
fixation of this peptide to the end of the aforesaid arm can, 
when the XY group consists of an NH 2 or COOH group, be effected 
by the implementation of coupling reactions, as are traditional 
in the chemistry of proteins, between carboxyl and amine groups, 
borne respectively by the two distinct peptide elements to be 
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coupled, e.g., by condensation in the presence of a condensation 
agent such as dicyclohexylcarbodiimide or after prior formation 
of an activated ester at the carboxyl function of that one of 
these two peptide elements which bears it. 

The 8 position on the adenine cycle of ATP is obviously not the 
only point at which there can be branched a chain bearing a 
modification group such as defined above. By way of example, one 
of the hydrogen atoms borne by the carbon at the 6 position of 
the adenine cycle can be substituted by a chain bearing that 
group. By way of example, one may mention the substitution 
possibility which consists of reacting iodoacetic acid or an 
equivalent iodized organic acid with the ATP, permitting the 
prior formation of a quaternary salt, involving the nitrogen at 
the 1 position, a salt which is then transformed by heating to 
35°C in a basic medium at a slightly basic pH, notably at pH 8, 
for a sufficient time, e.g., 72 hours, into a substitution 
product of one of the hydrogens of the NH 2 group fixed on the 
carbon at the 6 position of the adenine group (a reaction of the 
type known by the expression "Dimroth rearrangement") . 

One then obtains (when the iodized organic acid consists of 
iodoacetic acid) the compound of formula II below: 




(ID 
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This compound can then be transformed, by reaction with the 
compound of formula H 2 N- (CH 2 ) X -X-Y already defined above, under 
conditions permitting chemical bonding between the carbonyl group 
initially contained in the carboxyl group in the compound of 
formula II and the imino group initially belonging to the aminat- 
ed function of the compound H 2 N- (CH 2 ) X -X-Y, which can then be 
coupled in turn with a compound of formula MZ under the condi- 
tions that have already been defined above. 

It goes without saying that all the preceding elements aim only 
to illustrate particular preparation modes which make it possible 
to fix on the ATP a modification group chosen from among those to 
which related molecules corresppnd, as has been defined above. 

In an analogous manner, one can fabricate derivatives of GTP. 
the above-defined chemical modification groups then being fixed 
under analogous conditions at the 2 position or preferably the 8 
position of the . guanine group of GTP. The same reaction mecha- 
nisms are normally applicable. 

Likewise, in the preferred applications which have been indi- 
cated, one can use UTP or CTP modified by a chemical group 
meeting the above -indicated conditions, but having recourse to 
the entirely different process described in the article by P.R. 
LANGER at al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol . 78, No. 11, pp. 
6633-6637, November 1981) • 

Other characteristics of the invention will appear in the 
description of preferred exemplary embodiments of the invention. 

Preparation of 8- [-N- (dinitrophenyl) aminohexyl] -aminoadenosine- 
5 1 -triphosphate 

One reacts 8- (aminohexyl) amihoadenosine-5 1 -triphosphate with 
f luoro-l-dinitro-2 , 4-benzene in a water-ethanol mixture, 10/1 
volume- %, at pH 8.8, at 40°C / and in the presence of a salt, 
notably magnesium chloride. The reaction product finally ob- 
tained has the formula: 
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(Ill) 



One recovers the derivative of formula III, hereinafter called 
ATP-DNP, after a purification comprising the fixation of the 
ribonucleotide on DEAE cellulose, elution with a gradient of LiCl 
0.2 N, pH 5.5 to LiCl 0.5 N, pH 2 and filtration on molecular 
sieve of the SEPHADEX G50 type. The reaction yield is 52%. The 
collected fractions are analyzed by absorption spectrophotometry 
and with radiation of wavelengths of 280 and 360 nanometers, 
respectively. One collects the fraction whose optical densities 
in the two aforesaid wavelength ranges are in a ratio (OD 280 /OD 3€0 ) 
equal to 4. The product contained in this fraction corresponds 
to that resulting from the fixation of 1 mole of DNP on 1 mole of 
ATP. It also gives only one spot in a thin- layer chromatography 
system. The product of this fraction is lyophilized. 

This product presents the characteristic of being recognized by 
antibodies formed in advance with respect to dinitro-2 , 4 -benzene, 
which had previously been fixed on a macromolecular support of 
the serum albumin type. Antibodies of this type are also avail- 
able commercially. 
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Preparation of 8- (N-biotinylaminohexyl) aminoadenosine-5 1 -triphos- 
phate 

One condenses 8- (aminohexyl) aminoadenosine-5 ■ -triphosphate with 
biotinyl-N-hydroxysuccinimide ester under the conditions de- 
scribed by LANGER et al., as applied to the fabrication of 
biotinyl-UTP from 5- (3 -amino) allyluridine . One then obtains the 
compound of formula: 




«H- ( CH 2 > ( CH 2 ) ^ 




(IV) 



Fabrication of a DNA labelled at its ends by modified ribonucleo- 
tides 

600 micromoles of ATP-DNP and 10 micrograms of a DNA fragment 
comprising 500 base pairs are reacted in the presence of 3 0 units 
of DNA terminal transferase at 37°C for 24 hours in a buffer 
solution whose composition is as follows (final volume 200 micro- 
liters) : 



potassium cacodylate 
bovine serum albumin 
dithiothreitol 
cobalt chloride 



100 mM 
1 mg/ml 
1 mM 
1 mM. 

The DNA with ATP-DNP groups at its ends is purified by passing 
the solution through a column of the molecular sieve marketed 
under the tradename SEPHADEX G 50. 
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One drop of this fraction is deposited onto a cellulose filter. 

After drying the filter, one puts it into contact with a 
solution of rabbit anti-DNP antibody. The nonfixed antibody is 
rinsed. The filter is then put into contact with a solution of 
rabbit antibody bound to peroxidase. After rinsing the nonfixed 
excess antibody, one discloses the presence of antibodies fixed 
on the filter with a solution of a substrate for the peroxidase. 

This solution contains: 

- oxygenated water: 10 |al of H 2 0 2 to 110 volumes 

- potassium acetate: 9.5 ml, 0.05 M, pH 5.1 

- carbazole: 2 mg for 0.5 ml of N-N 1 - dimethyl formamide . 

The presence of the rabbit anti-antibody on the filtrate is 
then disclosed by the formation of a brownish red precipitate. 

The sensitivity of the method is such that it enables one to 
detect extremely small quantities of DNA, notably 380«10" 4 pico- 
moles . 

Application of the modified DNAs according to the invention to 
the analysis of the deoxynucleotide sequences which comprise them 

The first steps of the method permitting analysis of the 
nucleotide sequences contained in the interior of a determined 
double -stranded DNA are shown schematically below: 
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(B) 



The initial DNA (1) is represented schematically by two paral- 
lel lines comprising the indication of the 3 1 , 5 1 ends of each of 
the strands of this DNA. 

By reaction with ATP -DNP in the presence of DNA terminal . 
transferase, one obtains the modified DNA fragment represented in 
(2), whose 3' ends bear AMP -DNP oligomers (three AMP-DNP units 
per oligomer in the example under consideration; with AMP 
designating the elements derived from ATP-DMP [sic] after the 
elimination of two phosphate groups per ATP-DMP [sic] monomer, 
because of the oligomerization) . 
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The DNA thus modified is subjected to an alkaline hydrolysis in 
a 1 M soda solution at 40°C by means of which one obtains a 
modified DNA which is again recoverable by filtration through a 
molecular sieve and which now bears only a single modified 
ribonucleotide at each of its terminal ends (3) . 

By action of a restriction enzyme, e.g., under the conditions 
described by MAXAM & GILBERT, one produces two fragments denoted 
by A and B at (4) . Note that one can obviously modify at will 
the order of the operations (2) , (3) and (4) . 

After isolation and purification of the B fragments, for 
example, they are distributed into several lots which are sub- 
jected to different differential cleavage reactions such as those 
described by MAXAM & GILBERT and under the conditions described 
by them. The products resulting from these selective cleavage 
reactions are subjected to acrylamide gel electrophoresis opera-, 
tions under the conditions described by the same authors in order 
to separate the different DNA fragments, labelled respectively at 
their ends in order of size, and in different bands. 

According to the invention, one then proceeds to disclose the 
different labelled fragments, e.g., in situ in the gel, by 

putting them into contact with the antibody solutions under the 
conditions that have been indicated above. One can also at least 
partially transfer the distinct migration bands onto a cellulose 
filter or similar support by applying this filter onto the gel, 
the different fragments of bands then being detected on the 
filter itself, e.g., under the conditions that have already been 
indicated above. 

One will appreciate that this extremely sensitive method no 
longer involves the previously necessary use of extremely thin 
gel plates, since the detection can now be accomplished by direct 
visualization of the fractionation bands either in the gel or on 
the filter. 

Of course, the invention concerns the modified ribonucleotides 
themselves when they are novel. That is the case, in particular, 
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for the ribonucleotides modified under the above -indicated 
conditions when they are derived from ATP. 

As goes without saying and also already follows from the 
preceding, the invention is in no way limited to those of its 
modes of application and implementation that have been specially 
described; on the contrary, it covers all their variants. 

CLAIMS 

1 - DNA modified by an oligomer of modified ribonucleotides, 
preferably a single modified ribonucleotide, fixed at at least 
one of its ends, the modification of the ribonucleotide itself 
consisting of a chemical molecule fixed covalently to this 
ribonucleotide and bearing at least one group not engaged in the 
aforesaid covalent bond and capable of being coupled directly or 
indirectly with a molecule or a product having a specific affini- 
ty for this group and permitting its recognition, said group 
further being such that it does not prevent a ribonucleotide 
which bears it from being fixed at the end of a DNA in the 
presence of a DNA terminal transferase when it is put into 
contact with this DNA under conditions permitting the fixation of 
one or more ribonucleotides on that end. 

2 - Modified DNA according to claim 1, characterized in that 
said modification group is capable of being recognized specifi- 
cally and directly by another molecule or by a product, itself 
easily detectable, by a visualization method. 

3 - Modified DNA according to claim 2, characterized in that 
said modification group consists of an antigen or a hapten able 
to be recognized by a previously formed antibody against this 
antigen or against this hapten. 

4 - Modified DNA according to claim 1, characterized in that 
said modification group serves as a relay with respect to another 
molecule or another product able to be visualized in turn. 
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5 - Modified DNA according to any of claims 1 to 4, charac- 
terized in that said modification group or, depending on the 
case, said relay molecule, can be coupled chemically with a 
related molecule labelled by an enzyme or immunologically with an 
antibody labelled by an enzyme and having a selective affinity 
for said modification group or said relay molecule. 

6 - Modified DNA according to any of claims 1 to 5, charac- 
terized by the fixation at at least one of its ends of at least 
one modified ribonucleotide group, derived from ATP modified by a 
modification group fixed covalently at the 6 position, or prefer- 
ably at the 8 position, of its adenine group through the interme- 
diary of an arm of the type -NH-(CH 2 ) X -X or -CO- (CH 2 ) X -X, wherein 

x varies from 2 to 20, notably from 6 to 12, and X is a group 
ensuring the bonding between an M group chosen from among those 
that are capable of a bonding reaction with a chemical or immuno- 
logical agent having a selective affinity for this group. 

7 - Modified DNA according to claim 6, characterized in that 
the CH 2 groups of the aforesaid arm can be partially replaced by 
CO or NH groups, provided of course that these replacement groups 
are not adjacent to identical groups. 

8 - Modified DNA according to any of claims 1 to 7, charac- 
terized in that said modification group comprises a group derived 
from biotin, from avidin or a dinitro-2 , 4 -phenyl group. 

9 - Process for modification of a DNA comprising the steps 
consisting of treating said DNA with a ribonucleotide bearing a 
modification group such as defined in any of claims 1 to 8 in the 
presence of at least that one of the ribonucleotides normally 
capable of being paired in a DNA with the ribonucleotide in 
question, whether or not it bears such a modification group, and 
of a DNA terminal transferase, then if necessary, and when the 
product of fixation at the end of the DNA resulting from this 
treatment consists of an oligomer of modified nucleotides, of 
eliminating the modified ribonucleotides from this possible 
oligomer, except for the ribonucleotide directly fixed to the 
terminal deoxyribonucleotide at the end of the DNA in question, 
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preferably by the action of an alkaline base, notably soda 
[sodium carbonate] , under conditions permitting separation of the 
bonds which the ribonucleotides form between one another in this 
oligomer fragment. 

10 - Application of the modification of the DNA at one of its 
ends by a ribonucleotide bearing a modification group such as 
defined in any of claims 1 to 8 to the obtaining of a restriction 
map of this DNA by action of corresponding restriction enzymes, 
and by recovery, sorting and comparing the sizes of the fragments 
obtained and all bearing the same modified ribonucleotide at one 
of their ends. 

11 - Application of the modification of the DNA at one of its 
ends by a ribonucleotide bearing a modification group such as 
defined in any of claims 1 to 8 to the implementation of an 
analysis of the sequence of nucleotides of which this DNA is 
composed, by a process comprising the steps which consist of 
treating this DNA with chemical agents making it possible to 
perform differential cleavages within this DNA at certain bases, 

collecting and separating the DNA fragments in a system enabling 
them to be sorted in order of size, and reacting them with 
reagents permitting the implementation of a coupling of the 
chemical groups borne by the terminal ribonucleotides of those of 
the fragments which bear them with a molecule or a product having 
a selective affinity with respect to the chemical modification 
group of said terminal ribonucleotides, for the purpose of 
visualizing them, and determining . the unmodified terminal nucleo- 
tides of each of these DNA fragments, due allowance being made 
for the nature of the chemical agent used for the cleavage at its 
site. 
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(57) Abstract 
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agents used for the cleavage at their respective levels. 
(57) Abrege 

Pro,** d 'analyse de sequences d'un ADN. * 
porta* une molecule fixee de facon wvalente et P^^^l^nS « ADN avec des agents chimiques 
Lt leur visualisation ultfcrieure en presence d'un ^Njf^^^g^^ ^~^Tc bases, egalement de natures res- 
distincts permettant d'operer des clivages duTet«mels ^^^^^^1^^^ dans un systeme ^ 

T£Zd t L nS^es ^Sucs utilises pour le cEvage a leurs niveau* respects. 
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Fragments d'ADN marques a l'une au moins de leurs extre- 
mitSs par des ribonucleotides modifies reconnaissables 
par des molecules affines et procede pour realiser une 
analyse, de t els fragments d'ADN. 



L' invention est relative a des fragments d'ADN 
marques a l'une au moins de leurs extremites par des frag- 
ments de nucleotides modifies, plus particulierement de 
ribonucleotides modifies reconnaissables par des molecules 
5 affines,. et a un procgde pour realiser une analyse de se- 
quence de tels fragments. 

Parmi.les techniques d« analyse des sequences 
de nucleotides contenues dans un ADN, on mentionnera a 
titre principal la mjSthode dite de MAXAM 4 GILBERT (Proc. 

10 Natl. Acad. Sci. USA , vol. 7 1 *, N° 2, pp. 560-561, fivrier 
1977), methode qui consiste a soumettre 1' ADN a analyser, 
a des reactions de clivages different iels au niveau des 
bases guanine et adenine, a des clivages a proportions 
egales au niveau des bases cytosine et thymine et enfin 

15 a des clivages au niveau des seules bases cytosine. Cette 
methode implique cependant que l'ADN §tudie ait auparavant 
ete marque a l'une de ses extremites par un marqueur radio- 
actif , notamment le ? 2 P, d'od la possibility apres sepa- 1 
ration des fragments obtenus apres les susdites operations 

20 de clivage, notamment par Slectrophorese sur un gel de 

polyacrylamide, de reconstituer la sequence d ' enchainement 
des dif ferents nucleotides dont gtait initialement consti- 
tue" l'ADN gtudiS, plus particulierement a. partir des 
images autoradiographiques qui peuvent etre formees sur un 

25 film impressionnable applique sur le gel. 

Les difficulty qu l implique la revelation autd- 
radiographique des produits des clivages sur la plaque de 
gel sont bien connues . En raison de la diffusion du rayon- 

f OMPI 
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nement des isotopes marques dans toutes les directions de 
I'espace, une resolution satisfaisante des diffgrentes 
bandes de migration dans le gel suppose 1 ' utilisation de 
plaques extremement minces. En general, l'epaisseur de 
5 ces plaques ne depasse pas 0,3 mm d'epaisseur. L f utilisa- 
tion de plaques de gel plus epaisses entraxnerait* une di- 
minution rapide du pouvoir de resolution du proced6 auto- 
radiographique . L T utilisation de la radioactivite en 
elle-meme n'est pas non plus sans dangers. 
10 L' invention a pour but de remedier a ces dif- 

ficulties, notamment de fournir un precede de modification 
des ADN dont la sequence doit etre etudiee, rendant plus 
aisee la detection ulterieure des fragments d* ADN suscep- 
tibles d'etre obtenus par un procedi d f analyse de seiquences 
15 (tel qu'il a ete. rappele plus haut, ou par tout autre pro- 
cede susceptible de conduire a des resultats analogues). 

L'ADN modifie selon 1 'invention est caracterise 
par le fait qu'un oligomere de ribonucleotides modifies, 
de preference un ribonucleotide modifie unique, est fixe 
20 a l f une au moins de ses extremites, la modification du ri- 
bonucleotide lui-meme consist ant en une molecule chimique 
fixee de fagon covalente S ce ribonucleotide et portant au 
moins un groupe non engage dans la liaison covalente sus- 
dite et couplable directement ou indirectement avec une 
25 molecule ou un produit ayant une affinite spgeifique pour 
ce groupe et permettant par consequent la reconnaissance 
selective de l 1 ADN modifie. 

En particulier, oe groupe permet une liaison 
affine chimique ou immunologique avec une molecule ou un 
30 produit lui-meme directement revelable ou susceptible 
d'etre revgle a son tour par couplage avec un autre pro- 
duit revelateur. En outre, ce groupe est tel qu'il ne 
modifie -pas la capacite de ce ribonucleotide a etre fixe 
a 1'extrSmitg d'un ADN, en presence d'une ADN- transferase 
35 terminale, lorsqu'il est mis en contact avec cet ADN, dans 
des conditions permettant la fixation d'un ou de plusieurs 
ribonucleotides sur cette extremite. 

L 1 invention concerne Sgalement un proced£ pour 
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obtenir un tel ADN modifie, ce procede consistant a traiter 
l'ADN 5 etudier avec un tel ribonucleotide modifie, en pre- 
sence .d f au moins celui des ribonucleotides normalenient sus- 
ceptible de s'apparier dans un ADN avec le ribonucleotide 
5 en question, porteur ou non d f un tel groupe de .modificationj 
et d'une ADN-terminale transferase, le cas echeant, et lors 
que le produit de fixation a l'extreraite de l'ADN resultant 
" de ce traitement consiste en un oligoraere de nucleotides mo- 
difies, a eliminer les ribonucleotides modifies de cet even- 
10 tuel oligomere, a l 1 exception du ribonucleotide directement 
fixe au deoxyribonucleotide terminal d'extremite de l'ADN 
en question. Cette elimination est de preference faite au 
moyen d'une base alcaline, notamment de la soude, dans des 
conditions permettant* la separation des liaisons que forment 
15 entre eux les ribonucleotides dans ce fragment d* oligomere. 

On peut obtenir de fagon en soi connue, 3. partir 
d'un ADN portant a ses deux extremites des ribonucleotides 
eux-raemes modifies, comme defini ci-dessus (ou a partir d f un 
ADN n'en portant qu'a l'une de ses extremites), des fragment 
20 d* ADN plus petits, soit *par. action d f agents chimiques susceptibles 
de provoquer des clivages , notamment au niveau de nucleo- 
tides determines, soit, de preference, par action d f en- 
donuclgases, notamment d f enzymes de restriction appropriees, 
dans la mesure o& l'ADN correspondant comporte le site de 
25 restriction correspondant. 

Le traitement de ce fragment d'ADN avec plusieurs 
enzymes de restriction permet, par recuperation des diffS- 
rents fragments marques a la meme extr^mite, l'Stablissement 
eventuel d'une carte de restriction de cet ADN. 
30 Lorsqu'a one certaine enzyme de restriction cor- 

respond un site de restriction unique, le traitement dudit 
fragment d f ADN par cette enzyme permet l f obtention de frag- 
ments de longueur determinee, se pretant a une analyse de la 
sequence des deoxyribonucleotides dont ils sont formes. 
35 En effet, l f invention concerne aussi, dans l'une 

de ses applications prer^rees, un proced§ comprenant les 
Stapes qui consistent a traiter un ADN ainsi marque a l'une 
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de ses extremites par un ribonucleotide modifie comme 

ci-dessus "defini, avec des agents chimiques permettant 

d'operer au sein de cet ADN des clivages dif ferentiels 

au ^niveau de certaines bases, notamraent celles qui ont 

5 ete decrites par MAX AM & GILBERT dans 1' article deja 

mentionne plus haut, a recueillir et a separer des frag 

ments d 1 ADN dans un systeme permettant de les trier 

par ordre de tailles, et a les faire reagir avec des 

reactifs permettant la realisation d f un couplage des 

10 groupes chimiques portes par les ribonucleotides ter- 

minaux de ceux des fragments qui en portent, avec une 

molecule bu un produit ayant une affinite selective a . 

I'egard du groupe chimique de modification desdits 

ribonucleotides terminaux . 
« 

15 Les ribonucleotides modifies fixes a l'extre- 

mite des ADN concernes sont principaletnent derives : 

- de l'acide adenosine 5 1 -triphosphorique (ATP), 

- de l'acide guanosine 5' -triphosphorique (GTP) , 

- de l'acide cytidine 5 1 -triphosphorique (CTE) et 
20 - de I'acide uridine 5 1 -triphosphorique (UTP). 

Le groupe chimique lie de fagon covalente £ 
ces ribonucleotides peut revetir les formes les plus 
diverses, des lors qu'il possede un groupe permettant 
son couplage avec des substances affines permettant sa 

25 revelation, de preference sous forme directement visua- 
lisable, et qu'il n'empeche pas une ADN- transferase 
terrainale d f assurer la fixation des ribonucleotides 
modi-figs obtenus aux extremites d'un ADN. 

Parmi les groupes chimiques prSf erSs* suscep- 

30 tibles d'etre fixes sur les bases des susdits ribonu- 
cleotides, on mentionnera tout groupe susceptible 
d'etre reconnu specif iquement par une autre molecule ou 
par un produit, lui-raeme aisement detectable, de pre- 
ference par une methode de visualisation - 

35 Cette autre molecule ou cet autre produit 

consiste par exemple en une enzyme, dont la presence 
peut etre revelee par I'action qu'elle est susceptible 
d'exercer sur un substrat, de preference un substrat 
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donnant lieu £ des reactions de coloration ou de decolora 
tion, ou plus generalement encore de modification de 
spectres d f absorption respectivement decelables par colo- 
- rime trie ou spectrophotometrie . On peut naturellement 
5 avoir recours a des molecules ou produits donnant lieu a 
des reactions de fluorescence, a des modifications de den- 
site optique, etc., par exemple des produits comprenant 
des groupes 'derives de 1 1 aminof luorene , du chlorure de 
dansyle, de la rhodamine, etc., 
10 Parmi les groupes de modification appropries, on 

mentionncra les groupes chimiques dont est connue l'af fi- 
nite pour un autre type de molecule chiraique-. i'armi" cies 
groupes de modification chimique, on peut mentionner ia 
biotine oul'avidine, dont on connaxt les affinitSs r€ci- 
*5 proques, les groupes derives de I'une de ces molecules 

pouvant servir a la modification du ribonucleotide choisi 
et l f autre de molecule couplable avec un reactif marqu§ 
par. une enzyme ou susceptible d 1 etre fixeea une enzyme, 
par exemple dans les conditions decrites dans le brevet 
20 n° 78 10975 de 1 1 INSTITUT PASTEUR depose le 13 avril 1978. 
Ce r£actif consiste par exemple en un anticorps specif ique 
dirige contre le groupe de modification ou en une molecule 
ayant une affinity specifique pour ledit groupe de modifi- 
cation. 

25 Parmi les groupes de modification utiles du ribo- 

nucleotide initial, figurent egalement des antigenes ou 
haptenes susceptibles d'etre reconnus par des anticorps 
prealablement formes contre ces antigenes ou contre ces 
haptenes, plus particuliereraent lorsque ceux-ci ont ete 
f±5cgs au prealable sur une macromolecule support, telle 
qu'une serum-albumine ou un polypeptide, par exemple une 
polylysine. Parmi ces antigenes ou haptenes, on peut citer 
la biotine et I'avidine elles-memes, des groupes acetyl- 
aminof luorene, des peptides, hormones ou prostaglandines , 
35 notamment ceux auxquels correspondent des antiserums ou 
anticorps spgeifiques, des lectines, dont est connue la 
capacite I etre couplees S des enzymes permettant leur re- 
velation, notamment des peroxydases, 8-galactosidases , 
etc... De tels serums ou anticorps sont disponibles dans 



30 
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le commerce . 

Mais la molecule ou le produit presentant des 
caracteristiques d'af finite vis-a-vis du groupe de modi- 
fication susdit, sert eventuellement aussi seulement de 
5 relaig vis-a-vis d'une autre molecule ou d f un autre pro- 
duit susceptible d'etre visualise a son tour, notamment 
dans les conditions sus-indiquees ; par exemple le pro-, 
duit* presentant les caracteristiques d f af finite, vis-a- 
vis du groupe de modification susdit, est constitue par 
10 un anticorps lui-meme non marque, mais reconnaissable a 
son tour par des anticorps centre lui-meme, ces derniers 
anticorps etant eux-memes couples a l 1 enzyme susceptible 
d r agir sur un substrat specif ique, dans les conditions 
classiques en matiere de dosage immunoenzymatique . 
15 D'une fa?on generale, le groupe de modification 

4 

du ribonucleotide est constitue par toute molecule ou 
produit chimique fixable sur un ribonucleotide _et ensuite 
detectable dans les conditions qui ont ete indiquees , 
dans la mesure oil il ne per-turbe pas la capacite du nucle- 
20 otide modifie obtenu a etre attache a I'extremite d'un 
ADN> sous l f action d'une ADN-transf grase terminale ; 
cette propriete est egalement a la base du test de recon- 
naissance qui pennet d'en constater la realite, savoir la 
visualisation effective, notamment dans les conditions. 
25 sus-indiquees, d'un fragment d f ADN determine porteur a 
l f une au moins de ses extremites du ribonucleotide modi- 
fie par la molicule ou produit etudii, dans la mesure oQ 
un tel ADN transforme aura StS forme, a 1* issue de la re- 
action du fragment d*ADN correspondant avec le ribonucl€- 
30 otide modifie, en presence d'une ADN- transferase- terminale 
dans des conditions permettant . norraalement la fixation 
du meme ribonucleotide non modifie ou d'un oligomere de 
tels ribonucleotides, a l'une au moins des extremites de 
ce fragment d'ADN. 
35 Lorsque le ribonucleotide initial est constitue 

par l'ATP, le groupe de modification chimique sus-indique 
est fixS sur la position 6, de preference 8, du groupe 
adenine . 
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Cette fixation intervient avantageusement par 
1« intermediate d'un bras du type -NH-(CH 2 > X -X, ou 
-C0-(CH 2 ) x -X, dans lequel x varie de 2 a 20, notamment 
* de 6 a 12, et X est un groupe assurant la liaison entre 
5 un groupe M, choisi parmi ceux qui sont susceptibles 
d'une reaction de liaison avec un agent chimique ou 
imraunologique ayant une af finite selective pour ce 
groupe. Les groupes CH 2 du bras susdit peuvent en partie 
etre remplaces par des groupes. CO ou NH, a condi- 
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tion naturellement que ces groupes de remplacement ne 
soient pas adjacents a des groupes identiques. 

Par exemple, si l'on considere le cas de la 
modification du groupe adenine de l'ATP en sa position 
8, le ribonucleotide modifie obtenu peut etre repre- 
sent e par la forraule (cas d'un bras du type 
-NH-(CH 2 ) X -X-) : 



J 



rV 



(CH^-X-M 




(I) 



dans laque lie R est" un groupe triphosphate, x, X et M 
ont les significations sus-indiquees . Avantageusement , 
le groupe X est constitue" par un groupe NH ou CO. 

Un procede pour fabriquer le derive de for- 
mule I, par exemple a partir de l'ATP pr.ealablement 
brome" en position 8, consiste a le faire rSagir dans les 
conditions appropriees, avec un compose de formule 
H 2 N-(CH 2 ) X -X-Y, dans lequel Y represente un radical au- 
quel sera erisuite substitue le groupe M susdit, notam- 
ment par la mise en oeuvre d * une reaction de condensa- 
tion avec une molecule MZ, au cours de laquelle est 
alors forme le produit de condensation de formule I, 
avec liberation d'une molScule Y-Z. 

Lorsque le groupe X est NH, Y est avantageuse- 
ment de l'hydrogene. Lorsque X est CO, Y est avantageu- 
sement un hydroxyle. Z peut, etre constitue" par tout 
groupe susceptible d'etre dgtache de H dans la susdite 
reaction de condensation, par exemple le fluor lorsque 
la molecule chimique donneuse du groupe recherchS est 
le fluo.ro -l-dinitro-2, 4 benzene, ou un hydroxyle 
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ou de I'hydrogene dans le cas d'un peptide. Dans ce 
dernier cas, la fixation de ce peptide a 1'extremite 
du bras susdit peut , lorsque le groupe XY est consti- 
tue par un groupe NH 2 ou COOH, etre effectue par la 
5 mise en oeuvre de reactions de couplage, tradition- 

nelles dans la chimie des proteines, entre groupes car- 
boxyle et amine, respectiveraent portes par les deux 
elements peptidiques distinots a coupler, par exemple 
par condensation en presence d'un agent de condensation, 
10 tel que le dicyclohexyl-carbodiimide ou apres formation 
prealable d T un ester active a la fonction carboxylique 
de celui de ces deux elements peptidiques qui le 
portent . 

La position 8 sur le cycle adenine de l'ATP 

15 ne constitue evidemment pas le seul point sur-lequel 

peut se brancher une chalne porteuse d f un groupe de mo- 
dification tel qu'il a £te defini plus haut . A titre 
d f exemple, on peut egalement substituer l'un des atomes 
d'hydrogene porte par le carbone en position 6 du cycle 

20 adenine par une chaine porteuse de ce groupe, A titre 

d f exemple, on mentionnera la possibility de substitution 
qui consist e a faire reagir avec I 1 ATP de 1* acide iodo- 
acetique ou un acide organique iodS Equivalent, permet- 
tant la formation prealable d'un sel quaternaire, fai- 

25 sant intervener ljazote en- position 1, sel qui se trans- 
forme ensuite par chauffage en milieu basique £ 35° C, a 
pH iSgerement basique, notainment a pH 8, pendant le 
temps suffisant, par exemple 72 heures, en un produit 
de substitution de l'un des hydrogenes du groupe NH 2 

30 fixe sur le carbone en position 6 du groupe adenine 

(reaction du type connu sous 1' expression "rearrange- 
ment de Dimroth" ) . 

On obtient alors (lorsque I 1 acide organique- 
iode est constitue par 1' acide iodoacetique) le compo- 

35 se de formule II ci-apres : 
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NH-CH 2 -COOH 





(ii) 



Ce' compose peut ensuite etre transforme, par 
15 reaction avec le compose de formule H 2 N-(CH 2 )_ X -X-Y deja. 
dSfini plus haut, dans des conditions permettant la 
liaison chimique entre le groupe carbonyle initialement 
contenu dans le groupe carboxyle dans le compose de 
formule II et le groupe iraino appartenant initialement 
20 a la fonction aminee du compose H 2 N-(CH 2 ) X -X-Y, lequel 
peut alors etre couple! a son tour avec un compost de 
formule MZ, dans les conditions qui ont deja gte d6fi- 

nies plus haut. 

II va de soi que tous les- elements qui pre- 

25 cedent ne visent ,qu»a illustrer des modes de prepara- 
tion" particuliers qui permettent de fixer sur l'ATF 
un groupe de modification choisi parmi ceux auxquels^ 
correspondent des molecules af fines, comme cela a gt«? 

diSfini plus haut. 

30 On peut de facon analogue fabriquer des de- 

rives du GTP, les groupes de modification chimique sus- 
dSfinis etant alors fixes dans des conditions ana- 
logues sur la position 2 ou de preference 8 du groupe 
guanine du GTP. Les memes mecanismes de reaction sont 

35 normalement applicables . 

De raeme, on peut mettre en oeuvre, dans les 
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applications preferees qui ont M indiquees, de 1'UTP 
ou du OTP modifie par un groupe chimique repondant aux 
conditdons sus-indiquees , en ayant cependant recours au 
.• procedS tout a fait different decrit dans 1'artiple de 
5 P.R. LANGER et al (Proc Natl. Acad. Sci. USA, vol. 78, 
No. 11, P- 6633-6637, novembre 19 81). 

D'autres caracteristiques de l'invention ap- 
paraitront encore au cours de la description d'exemples 
de mises en oeuvre prefixes de l'invention. 

10 Preparation du 8-T-N-(d initro-Phenyl) -amino-hexy J - 
aminoadenosine 5 ' ^triphosphate . 

" on fait reagit du 8-(aminohexyl)-aminoadeno- 

sine 5'-triphosphate avec du fluoro-l-dinitro-2, H-benzene, 
au sein d'un milange eau-Sthanol 10/1 volumes %, I 
15 pH 8,8, a M0°C, et en presence d'un sel, notamment 

chlorure,de magnesium. Le produit de reaction finale- 
ment obtenu a pour formule : 



20 



25 



NH, 

i 



Y' \ ^\-NH-(CH-)g-NH-// ^ NO 





30 



35 



On ricupere le derive de formule iil, ci- 
apres denomme- ATP-DNP, apres une purification comprenant 
la fixation du ribonucleotide sur DEAE cellulose, 61u- 
tion avec un gradient de LiCl 0,2 N, pH 5,5, a LiCl 
0,5 «, PK 2 et filtration sur tamis molgculaire du 
type SEPHADEX G50. Lc rendement rSactionncl est de 
52 %. Les fractions recueillies sont analyses par spec- 
^ Xm _i .<!._-: „ ji^, Am f; nn Ao M«nnnomMts de lon- " 



WO 83/02277 



PGT/FR82/00223 



12 . 

gueurs d'onde de 280 et 360 nanometres rcspectivement . 
On recueille celle des fractions dont les densites op- 
tiques dans les deux susdits domaines de longueurs 

d'onde sont dans un. rapport ( DO 280 /D °360^ Sgal S '** m Le 
5 produit contenu dans cette fraction correspond a celui 
resultant de la fixation de 1 mole de DNP sur 1 mole 
d 1 ATP . II ne donne egalement qu'une tache dans un sys- 
tente de chromatographie en couche mince. Le produit de 
cette fraction est lyophilise. 

10 Ce produit presente la caracteristique d'etre 

reconnu par des anticorps formes au prealable a l'egard 
de dinitro-2,* benzene, qui avait prealablement ete 
fixe- sur un support macromoleculaire du type de la 
s^rum-albumine . Des anticorps de ce type sont par . 

15 ailleurs disponibles dans le commerce. 

Preparation du 3-(N-biotinyl-ajninohexyl)aminoadgnosine 

5 1 -triphosphate . ^ 

On condense du 8- (aminohexyl) -amino-adenosine- 
5 '-triphosphate avec le biotinyl-N-hydroxysuccinimide- 
20 ester, dans les conditions decrites par L ANGER et al, 
tclles qu T appliquees a la fabrication du biotinyl-UTP 
a partir de la 5-(3-amino)allyluridine. On obtient 
alors le compose de formule : 



0 




(IV) 
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Fabrication d'un ADN marque a ses extremites par des 
ribonucleotides modifies . 

- 600 micromoles d 1 ATP-DNP et 10 micro- 
grammes d'un fragment d ' ADN cbmportant 500 paires de 
5 bases sont mis a re-agir en presence de 30 unitSs 
. d 1 ADN- terminal- trans f er as e a 37°c et 
pendant 24 heures, au sein d'une solution tampon, dont 
la composition est la suivante (volume final 200 microlitres); 
cacodylate de potassium : 100 mM 
1° serum d'albumine bovine : 1 mg/ml 

dithiothreitol : 1 mM 

chlorure de cobalt : 1 mM 

L'ADN retenant a ses extremites des groupes ATP- 
DNP est purifier par passage de la solution sur une 
15 colonne du tamis moleculaire commercialise sous la 
marque SEPHADEX G 50. 

Une goutte de cette * fraction est deposee sur 
un filtre de cellulose* Apres sechage du filtre, on met 
celui-ci au contact d'une solution d'anticorps anti- 
20 DNP de lapin. L'anticorps non fixe est rince. Le filtre 
est ensuite mis au contact d T une solution d'anticorps 
de lapin liee a de la peroxydase. AprSs ringage de 
I'exces d'anticorps non fixe, on rSvele la presence 
d'anticorps fixes sur le filtre avec une solution d'un 
25 substrat pour la peroxydase. Cette solution qontient : 

- de I'eau oxygen&e : 10 ul d'H^ a 110 volumes, 

- de l'acetate de potassium : 9,5 ml 0,05 M, pH 5,1, 

- du carbazole :2 mg pour 0,5 ml de N-N 1 -^iin§ thyif ormarride . 

La presence de l'anti-anticorps de lapin sur 
30 le filtrat.est alors r€velS par la formation d'un preci- 
pite brun rouge • 

La sensibilite de ia methode est telle qu'elle 
permet de detecter des quantites extremement faibles 
d 1 ADN, notamment 380.10"** p'icomoles . 
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Application des ADN modifies conformes a 1 ' invention 5 
1* analyse des sequences de dioxynuclgotides qui les 
constituent. 

Les premieres Stapes de la methode perraettant 
1' analyse des sequences de nucleotides contenus a l'in- 
terieur d»un ADN determine a. double-brin sont schemati- 
sees ci-apres. 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



(1) 

DNP 
I 

(2) AMP 



-3 ' HO-- 
5'- 



DNP • DNP 

I I 
AMP - AMP 



(3) 



DNP 
I 

AMP - 
5'- 



DNP 
I 

(4)3 f -AMP- 
5'- 



-5' 



(A) 



•5' 
3' OH 



terminale-transf erase + ATP - DNP 



•5' 

•AMP - AMP - AMP - 3' 

i i i 

DNP DNP DNP 



NaOH 



-5' 

AMP 
I 

DNP 



- 3 



enzyme de restriction 



3'- 
5'' 



-5' 

■ AMP-3 ' 
DNP 



(B) 



L* ADN initial (1) est schematise par deux 
traits paralleles comportant 1' indication des extrSrai- 
tes respectives 3', 5' de chacun des brins de cet ADN. 

Par reaction avec 1' ATP -DNP, en presence 
d'ADN-terminale- transferase, on obtient le fragment 
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d'ADN modifie represents en (2), dont les extr€mites 
y portent des oligomeres d f AMP-DNP (trois motifs 
AMP-DNP par oligoraere, dans le cas de l f exemple consi- 
dgre* ; avec AMP designant les Sl&nents derives du 
5 ATP-DMP apres I 1 elimination de deux groupes phosphate 
par monomer e d f ATP-DMP, du fait de 1* oligomer isation) . 

L'ADN ainsi modifie est sounds a une hydro- 
lyse alcaline au sein d'une solution de soude lM r 
a l|0°C, ce grace a quoi on obtient un ADN modifie, 

10 a nouveau recuperable par filtration a travers un tamis 
molgculaire, ne portant plus a chacune de ses extr€mi- 
tes terminales qu'un seul ribonucleotide modifie. (3).* 

Par action d f une enzyme de restriction, par 
exemple dans le^ conditions decrites par MAX AM' & 

15 GILBERT, on produit deux fragments reperes par A et B 
en (4). On remarquera que l f on peut evidemment- modifier 
a volonte l'ordre des operations (2), (3) et (4). 

Apres isolement et purification par exemple 
des fragments B, ceux-ci sont repartis en plusieurs 

20 lots respectivement soumis aux differentes reactions 

de clivage dif ferentiel, telles que celles et dans les 
conditions decrites par MAXAM & GILBERT. Les produit s 
resultant de ces reactions de clivage sSlectif sont. 
soumis a des operations d 1 electrophoreses sur gel 

25 d'acrylamide, dans les conditions decrites par les 

memes auteurs, pour separer les dif f Srents fragments 
d'ADN, respectivement marques a leurs extremites par 
ordre de tailles, et en diffSrentes bandes. 

Conformement a l f invention, on procede en- 

30 suite a la revelation des diffSrents fragments marques 
par exemple in situ dans le gel, par mise en contact 
de ces derniers avec les solutions d'anticorps, dans 
les conditions qui ont Ste indiquees plus haut ♦ On 
peut aussi transferer au mo ins en partie les bandes de 

35 migrations distinctes sur un filtre de cellulose ou 

support analogue, par application de ce filtre sur le 
gel, les differents fragments ou bandes etant alors 
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detectes sur le filtre lui-meme 3 par exeraple dans les 
conditions qui ont deja ete indiquSes plus haut. 

On appreciera que cette m£thode extreniement 
. sensible n'implique plus 1 'utilisation antSrieurement 
5 necessaire de plaques de gel extremement minces, puis- 
que' la detection peut' maintenant s'effectuer par visua- 
lisation directe des bandes de fractionnement soit dans 
le gel, soit sur le filtre. 

L 1 invention concerne naturellement les ribo- 
10 nucleotides modifies eux-memes. lorsqu'ils sont nouveaux. 
Tel est en particulier le cas pour les ribonucleotides 
modifies dans les conditions sus-indiquees , lorsqu'ils 
sont derives de l'ATP. * 

Comme il va de soi et comme il resulte 
15 d^ailleurs deja de ce qui precede, l 1 invention ne se 

limite nullexnent a ceux de ses modes d T application et de 
realisation qui ont ete plus specialement envisages ; elle 
en embrasse au contraire toutes les variantes . 
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REVENDICATIONS 

1 - ADN modifie par un oligoraere de ribonucleic-" 
tides modifies, de preference un ribonucleotide modifie 
unique, fixe i I'une au moins de ses extremites, la modi- 
fication du ribonucleotide lui-meme consistant en une 

5 molecule chiraique fixee de fagon covalente a ce ribonu- 
cleotide et portant au moins un groupe non engage dans 
la liaison covalente susdite et couplable directement ou 
indirectement avec une molecule ou un. produit ayant une 
af finite specifique pour ce groupe et permettant sa re- 

10 connaissance, ledit groupe etant en outre tel qu'il n'era- 
peche pas un ribonucleotide qui le porte a etre fixe a 
I'extremite .d'un ADN, en presence d f une ADN- transferase 
terminale, lorsqu'il est mis en contact avec cet ADN, 
dans des conditions permettant la fixation d'un'ou de plu- 

15 sieurs ribonucleotides sur cette extremite. 

2 - ADN modifie selon la revendication 1, carac- 
terise en ce que le susdit groupe de modification est 
susceptible d'etre reconnu specif iquement et directement 
par une autre molecule ou par un produit, lui-meme ais€- 

20 ment detectable, - par une methode de visualisation. 

3 - ADN modifie selon la revendication 2, ca- 
racterise en ce que le susdit groupe de modification 
est constitue par.un antigene ou un haptene susceptible 
d'etre reconnu par tin anticorps pr€alablement forme centre 

25 cet antigene ou contre cet haptene. 

4 - ADN modifie selon la revendication 1, carac- 
tSrise en ce que le susdit .groupe de modification sert 
de relais vis-sL-vis d'une autre molecule ou d f un autre 
produit susceptible d'etre visualise a son tour. 

30 5 - ADN modifie selon l'une quelconque des re- 

vendications 1 a J|, caract6ris£ en ce que le susdit 
groupe de modification ou, selon le cas, la susdite mole- 
cule relais, est couplable chimiquement avec une molecule 
affine marquee par une enzyme ou immunologiquement avec 

35 un anticorps marqug par une enzyme et ayant une affinity 

f OMFI 
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selective pour ledit groupe de modification ou la 
. susdite molecule relais. 

6 - ADN modifie selon I'une quelconque des re- 
vesications 1 a 5, caractgrise par la fixation a l f une* 
5 au moins de ses extremites d'au* moins un groupe ribo- 
nucleotide modifie, derive de l f ATP modifie par un groupe 
de modification fixe de fagon covalente sur la position 
6, ou de preference 8, de son groupe adenine, par I 1 in- 
termediate d f un bras . du type -NH-(CH 2 ) x -X, ou 
10 -C0-(CH 2 ) X "X, dans lequel x varie de 2 a 20 , notamment 
de 6 a 12, et X est un groupe assurant la liaison 
entre un groupe M, choisi parmi ceux qui sont suscep- 
tiblesd'une reaction de liaison avec un agent chi- 
mique ou immunologique ayant une affinite selective pour 
15 ce groupe . 

7 - ADN modifiS selon la revindication 6, carac- 
terise "en ce que les groupes CH 2 du bras susdit peu- 
vent en partie etre remplac£s par des groupes CO ou 

NH, & condition naturellement que ces groupes de rem- 
20 placement ne soient pas adjacents a des groupes iden- 
tiques . 

8 - ADN modifie. selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 7, caracterisS en ce que.le susdit 
groupe de modification coraprend un groupe derive de la 

25 biotine, de l'avidine ou un groupe dinitro-2,^-phenyle . 

9 - Precede de modification d'un ADN comprenant 
les etapes consistant 1 traiter ledit ADN avec un 
ribonucleotide, portant un groupe de modification tel 
que dgfini dans l'une quelconque des revendications 1 

30 £ 8, en presence d'au moins celui des ribonucleotides 
normalement susceptible de s*apparier dans un ADN 
avec le ribonucleotide en question, porteur ou non d f un 
tel groupe de modification, et d'une ADN-terminale 
transferase, puis le cas ech£ant, et lorsque le pro- 

35 duit de fixation a I'extremite de I'ADN resultant de 
ce traiteraent consiste en un oligomere de nucleotides 
modifies, 2. eliminer les ribonucleotides modifies de 
cet eventuel oligomere, 5 1* except ion du ribonucleo- 
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tide directement fixe? au deoxyribonucleotide terminal 
d' extremity, de l'ADN en question, de preference par 
l f action d f une base alcaline, notamment de la soude, 
dans des conditions permettant la separation des liai- 
5 sons que forment entre eux les ribonucleotides dans 
ce fragment d'oligomere. 

10 - Application de la modification de l'ADN H 
l'une de ses extremites par un ribonucleotide portant 
un groupe de modification tel que defini dans l'une 

10 quelconque des revendications 1 a 8, a I'obtention 
d'une carte de restriction de cet ADN par action des 
enzymes de restriction correspondantes, et par recu- 
peration, tri et comparaison des tailles des fragments 

4 

obtenus et portant tous le meme ribonucleotide raodi- 
15 fie a l f une.de ses extremites. 

11 - Application de la modification de 1 1 ADN 
a l'une de ses extremites par un ribonucleotide por- 
tant un groupe de modification tel que defini dans 
I'une quelconque des revendications 1 i 8, J la rea- 

20 lisation d'une analyse de la sequence de nucleotides 
dont est constitue cet ADN, par un procede coraprenant 
les etapes consistant a traiter cet ADN avec des 
agents chimiques permettant d'operer au sein de cet 
ADN des clivages dif ferentiels au niveau de certaines 
25 bases, I recueillir et a sSparer des fragments d f ADN " 
dans un systeme permettant de les trier par ordre 
de tallies, et a les faire reagir avec des rgactifs 
permettant la realisation d'un couplage des groupes 
chimiques port£s par les ribonucleotides terminaux 
30 de ceux des fragments qui en portent, avec une mole- 
cule ou un produit ayant une af finite selective a 
l'ggard du groupe chimique de modification desdits 
ribonucleotides terminaux, ,en vue de leur visualisa- 
tion, et a determiner les nucleotides terminaux non 
35 modifies de chacun de ces fragments d 1 ADN , eu egard 
a la nature de l 1 agent chimique utilise pour le cli- 
vage S son niveau. 
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